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— (54) Title: METHOD FOR IMMOBILISING MICROORGANISMS, RELATED MATERIAL, AND USE THEREOF 

gjj < 54 > ™ re : PROCEDE D IMMOBILISATION DE MICRO-ORG ANISMES, PRODUIT CORRESPONDANT ET UTILISATION 
- DE CELUI-CI 

(57) Ab stract: The present invention relates to a method for immobilising microorganisms (particularly yeasts or bacteria), a related 

^ material, and the use thereof in fermentation or bioconversion. Specifically, the present invention relates to the immobilisation of 
microorganisms in optionally dehydrated polymeric spheres consisting of two or more layers. The technical problem is that only part 
of the total microorganism population, namely the microorganisms adjacent to the edge of the sphere, is actually active in conven- 
0O tional spheres. According to the present invention, this problem is solved by providing a nutrient supply in the centre of the sphere 
«N and placing the microorganisms in a layer adjacent thereto, the resulting combination optionally being coated with a sterile layer 
^ defining, in this embodiment, a triple-layer sphere. 

ON 

O (57) Abrege : Cette invention concerne un procddg ^immobilisation de micro-organismes (en particulier, levures ou bactenes) le 
^f. respectif produit et son utilisation dans des operations de fermentation ou de bioconversion. En particulier, cette invention concerne 
O l'immobilisation de micro-organismes dans des spheres de polymeres constitutes par deux ou plusieurs couches, ces spheres 6tant 
O susceptibles d'etre deshydratees. Le probleme technique est que dans les spheres traditionnelles seulement une partie de la population 

totale de micro-organismes est reellement en activity il s'agit des micro-organismes se trouvant pres de la periphene des spheres 
O Sel ° n rinvention ce Probleme est rtsolu grace a la creation d'une reserve nutritive dans le centre de la sphere et au placement des 

micro-organismes dans une couche contigue a celle-ci, l'ensemble ttant suivi tventuellement par le recouvrement au moyen d'une 
^ couche sterile qui dtfinit, dans ce cas, une sphere a trois couches. 
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DESCRIPTION 



PROCEDE D' IMMOBILISATION DE MICRO-ORGANISMES , PRODUIT CORRESPOND ANT ET UTILISAT 
ION DE CELUI-CI 



5 



10 



Champ d'application de ('invention 



La presente invention propose un precede nouveau et innovateur pour 
rimmobilisation de micro-organismes (en particulier, levures ou bacteries) le 
respectif produit et son utilisation dans des precedes de fermentation ou de 
bioconversion. 

En particulier, cette invention conceme ('immobilisation de micro- 
organismes dans des spheres de pqlymSres constitutes par deux ou 
plusieurs couches, ces spheres etant susceptibles d'etre deshydratees. 



Ces spheres peuvent etre utilisees dans I'elaboration de boissons 
fermentees, ou dans la realisation de reactions de bioconversion. On appelle 

15 reactions de bioconversion aux transformations provoquees par les micro- 
-organismes, mais qui ne necessitent pas du developpement de ces micro- 
-organismes memes. Sont particulierement visees les applications dans le 
domaine des boissons fermentees comme, notamment: les vins tranquilles, 
la biere, les vins mousseux, les boissons gazeuses, I'hydromel et I'alcool 

20 (ethylique). 



Arriere-plan technologique 

II est bien connu qu'il existe diverses facons d'immobiliser des micro- 
25 -organismes : 
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Des spheres homogenes, ou encore appelees 
« monocouche » ou « couche simple ». Elles sont constitutes 
par un gel qui contient les micro-organismes, etant decrites 
dans les documents de brevet : FR2320 349 et FR2359202. II 
est connu que ces spheres n'empechent pas la sortie des 
micro-organismes (appele relargage) vers le milieu de 
reaction, ce qui dans certains cas n'est pas compatible avec 
les exigences du precede (vins mousseux par exemple, a 
cause du trouble indesirable que le relargage occasionne). 

Le brevet EP0173915 decrit la realisation d'une couche sterile 
autour du noyau de gel qui contient les micro-organismes, 
destinee a eviter ce phenomene de relargage, et developpe 
I'application des spheres ou fils obtenus, appeles « double 
couche », dans les vins mousseux. Ce type de produit peut 
etre humide ou partiellement deshydrate, comme explique au 
brevet EP0350374. 

Le probleme qui se pose actuellement est que, comme il est connu et 
prouve, dans les spheres qui presenters une telle structure (mono-couche ou 
double-couche) seulement une petite fraction de la population totale de 
micro-organismes sont reellement en activite. En effet, les substrats nutritifs 
sont consommes par les micro-organismes situes dans la peripherie de la 
couche. D'autre part, pour certains cas, le milieu ne contient pas tous les 
elements nutritifs necessaires a la bonne activite de ces micro-organismes 
immobilises. Evidemment, ce probleme est commun aux biocatalyseurs 
configures sous d'autres formes, comme ceux presentes sous la forme de fils 
comme il est decrit dans le dit document EP0173915. Dans le cas des 
biocatalyseurs ou les micro-organismes se trouvent immobilises, ceux qui se 
trouvent a la peripherie ou plus proche de celle-ci (dans le cas de I'existence 
d'une couche protectrice externe sans micro-organismes) consomment la 
plupart des elements nutritifs qui viennent de I'exterieur, rendant impossible 
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ou diminuant I'acces aux micro-organismes situes plus vers I'interieur ce qui 
fait que ces micro-organismes restent relativement inactifs. 

Description de I'invention 

Malgre le fait que la description qui suit soit basee sur le cas d'un 
produit avec les micro-organismes immobilises, dorenavant nomme 
biocatalyseur, se trouvant sous forme de spheres, cette forme etant utilisee a 
titre d'exemple, on peut materialise cette invention sous n'importe quelle 
autre forme, fils ou plaques, des quelle soit compatible avec les principes 
generaux enonces et avec le champ duplication defini dans les 
revendications. 

Selon la presente invention, le probleme enonce precedemment est 
15 resolu au moyen de la creation d'une reserve nutritive au centre de la sphere 
et du placement des micro-organismes dans une couche contigue a celle-ci 
Tensemble etant suivi eventuellement par le recouvrement au moyen d'une 
couche sterile qui definit, dans ce cas, une sphere a trois couches. 
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De la meme facon que ce qui est indique au-dessus pour le 
biocatalyseur, la description qui suit avec les 2 ou 3 couches est utilisee a 
titre d'exemple, constituant, en general, la forme preferee d'execution, une 
fois qu'il peut se concevoir, selon le principe general de la presente invention 
un biocatalyseur multi-couches, avec plus de couches, en alternant par 
exemple les couches de reserves nutritives, avec les couches qui 
contiennent les micro-organismes, ('ensemble etant eventuellement entoure 
par une couche sterile. Bien que les couches doivent etre de preference 
concentriques, cela n'est pas obligatoire. 

De cette facon, la reserve nutritive peut etre configuree comme un 
groupe d'endroits distincts entoures par la couche qui indue les micro- 
-organismes, ('ensemble pouvant etre entoure par une couche sterile. 
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Selon une forme preferee d'execution de I'invention, la couche externe 
sterile, quand elle existe, devra etre exempte de micro-organismes et ne 
devra pas etre permeable aux micro-organismes. 

5 

Selon une forme preferee d'execution, I'objet de cette invention est 
une sphere a double ou triple couche avec les caracteristiques suivantes : 
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1. Une reserve nutritive qui a pour but de fournir aux micro- 

-organismes immobilises, dans la couche contigue, les elements 
nutritifs qui leur assurent une bonne activite mais dont le milieu ou 
seront introduites les spheres n'est pas capable de fournir en 
quantite suffisante. Ces elements nutritifs peuvent etre legerement 
differents en nature et en concentration selon la legislation en 
vigueur dans les pays d'utilisation ; mais d'une facon generate ils 
fournissent une source d'azote (ammoniacal, amine, selon le micro- 
-organisme), des sels mineraux (phosphate, sulfates, potassium, 
magnesium, etc..) des oligo-elements (fer, cuivre, zinc, etc..) et 
des vitamines (thiamine, biotine, etc....). Les extraits de levures 
autolyses seront avantageusement utilises en tant que source 
nutritive. 

Selon le type d'utilisation, cette reserve nutritive peut aussi 
contenir un substrat carbone comme un sucre fermentaire ou 
encore un milieu naturel complet comme un moot de raisin dilue ou 
pas. 

Selon cette invention, cette solution nutritive est melangee avec 
un polymere susceptible de se transformer en gel, par exemple un 
alginate de sodium. Une concentration adequate de ce polymere se 
situe entre 1% et 3% en solution aqueuse. 
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Une couche contigue a la reserve nutritive constitute d'une 
solution susceptible de se transformer en gel (dorenavant nomme 
milieu de fixation) et d'une population de micro-organismes en 
suspense dans cette solution. Les micro-organismes peuvent etre 
notamment, des levures ou des bacteries. Pour une application du 
type fermentation en bouteille de vin mousseux, ou de reprise de 
fermentation de moots en arret de fermentation, il convient d'utiliser 
des souches selectionnees de levures Saccharomyces cerevisiae, 
Saccharomyces uvarum. 

Mis a part Saccharomyces, on peut aussi utiliser d'autres 
genres de levures, par exemple dans ('elaboration de biere ou de 
boissons de faible teneur alcoolique ou encore dans les reactions 
de byconversion. Par exemple, le genre Schizosaccharomyces 
sera plus utilise pour la desacidification de moQt de raisin acide • les 
bacteries Oenococcus oeni ou Lactobacillus pour la fermentation 
malolactique et le genre Candida pour la bioconversion de xylose 
en xylitol. 

Selon une autre caracteristique de I'invention, la concentration 
du polymere varie entre 1% et 50%. 

Les micro-organismes peuvent venir d'une culture fraTche 
realisee selon les normes en vigueur a I'industrie ou bien d'une 
preparation commerciale seche active ou lyophilisee et utilisee 
selon les conseils du fabricant. 

Une couche externe additionnelle (dans le cas des spheres a 3 
couches), qui est elaboree a partir d'un polymere de nature 
•dentique aux deux autres couches et susceptible de se transformer 
en gel. La concentration du polymere est identique a celle utilisee 
pour les autres couches. Selon une caracteristique supplemental 
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de I'invention, dans la couche externe, dans certaines applications, 
une preparation enzymatique ou une preparation de composants 
organiques pourra etre introduite : 

Par exemple (i), une solution de lysozyme 
additionnee dans la couche externe pour empecher le 
developpement de bacteries indesirables qui sont 
sensibles a cette enzyme (exemple connu des bacteries 
lactiques en vinification) et qui pourraient etre a I'origine 
d'un trouble difficile a eliminer dans le cas des vins 
mousseux. 



Par exemple (ii), les parois de levures qui vont fixer 
les acides gras, inhibiteurs de I'activite des micro- 
-organismes fixes, dans le cas des traitements d'arret de 
fermentation. 



Selon une autre caracteristique de I'invention les particules ainsi 
constitutes, appelees de spheres triple couche, sont produites dans 
une seule etape. 



25 



30 



La realisation simultanee de trois couches concentriques peut 
etre faite recourrant a un dispositif de tubes concentriques qui 
definit deux zones annulaires concentriques autour d'une zone 
centrale egalement concentrique, faisant I'incorporation de la 
reserve nutritive par le tube central, I'incorporation des micro- 
-organismes et du milieu de fixation, a travers de la zone annulaire 
definie par la partie externe du tube central et par la partie interne 
du tube intermediaire et en faisant I'incorporation de la couche 
externe a travers de la zone annulaire definie par la partie externe 
du tube intermediaire et par la partie interne du tube externe. 
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Le diametre des spheres humides est compris entre 1 et 5 mm. 
La gelification est faite au moyen du passage d'un agent de 
reticulation, notamment le chlorure de calcium, sur une solution 
5 selon une procedure deja connue, et preferentielle, ou la reticulation 

de la sphere est faite de I'exterieur vers I'interieur. Selon une autre 
caracteristique de I'invention, ces spheres peuvent etre plus ou 
moins deshydratees jusqu'a une activite de I'eau (AW) finale de 0,1 
a 0,5, de preference de 0,3 a 0,4. Cette deshydratation est realisee 
10 avec une technique de sechage, a lit fluidise ou I'utilisation d'etuve. 

Ces spheres sont conservees dans un emballage resistant a la 
vapeur et a I'air et de preference maintenu a une temperature 
relativement basse, etant I'ideale 4° C. Dans ces conditions il est 
possible de conserver le produit plusieurs mois. 

15 

Les exemples qui suivent illustrent quelques-unes des applications, 
caracteristiques et avantages de I'invention. 

Exemple 1 : Preparation de spheres avec triple couche d'alginate, contenant 
20 des levures Saccharomyces cerevisiae, immobilisees et au prealable 
preparees pour resister a un milieu riche en alcool 

Les spheres sont preparees a partir d'une solution d'alginate de 
sodium, polymere lineaire extrait d'algues et compose par I'acide a-D- 
25 manuronique et p-D-guluronique. Les levures, au prealable acclimatees a 
I'alcool ou non, sont melangees avec une partie de cette solution dans une 
cuve. Pour cet exemple il sera utilise une souche de Saccharomyces 
cerevisiae EC1 118 commercialisee sous la marque Lalvin. 
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Ensuite et grace a un dispositif de tubes concentriques, cette solution 
passe par un systeme de vibration qui permet la formation de spheres. 

Elles sont tout de suite gelifiees lors de la mise en contact avec une 
5 solution 0,2 M de chlorure de calcium, etant le temps de contact d'une demi- 
-heure. 

Les spheres ainsi formees sont lavees par immersion pendant 10 
minutes dans de I'eau demineralisee. 

10 

Ensuite, les spheres sont deshydratees partiellement en lit fluidise. Ce 
sechage permet d'obtenir une activite de I'eau (AW) comprise entre 0,3 et 
0,4. La temperature de sechage est inferieure ou egale a 40°C. Le diametre 
des spheres qui sont obtenues est de 1,5 a 4 mm. Apres le controle quaiite, 
15 les levures immobilisees et deshydratees sont emballees et stockees a 4°C 
avant leur utilisation. 

Exemple 2: Stabilite des levures pendant le stockage 

20 

Afin de valider la preservation de I'activite des spheres, possedant la 
couche de Saccharomyces cerevisiae, suite a une conservation de 6 mois a 
4 °C, le controle est realise de la fagon suivante : 

25 - 30 g de spheres preparees selon I'exemple 1, recouvertes d'une 

solution de saccharose a 50gl" 1 (volume 100ml) a 37°C. 
- La solution est maintenue a 37°C et revolution de la concentration 

en sucre est a suivre au long du temps. 
-Apres deux heures, la concentration du sucre est inferieure a 2gl* 1 , 
30 ce qui correspond a la fin de fermentation. 



WO 2004/090128 



-9- 



PCT/IB2003/001753 



Ce controle de reference est effectue au temps 0 (immediatement 
apres la production des spheres) et aussi apres 6 mois de stockage a 4°C. 
La fin de la fermentation est effective apres le meme temps de fermentation 
de 2 heures. Done les levures immobilisees preparees selon I'exemple 1, 
5 paraissent §tre stables pendant 6 mois de stockage a 4°C. 
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REVENDICATIONS 
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1 - Procede demobilisation de micro-organismes caracterise en 
ce qu'on incorpore dans un milieu de fixation des micro-organismes une 
reserve nutritive adequate aux dits micro-organismes et on realise une 
reticulation de ce milieu de support. 

2 - Procede selon la revendication anterieure, caracterise en ce 
qu'on place la reserve nutritive dans la zone la plus eloignee de la frontiere 
externe du milieu de fixation des micro-organismes. 

3 - Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que la 
reserve nutritive est physiquement separee en zones distinctes, se 
positionnant dans le milieu de fixation des micro-organismes avec une 
densite plus grande dans les zones plus distantes de la frontiere externe du 
dit milieu. 



4 - Procede selon quelconque des revendications anterieures, 
caracterise en ce que la reserve nutritive indue les elements nutritifs 
fournissant, notamment, une source d'azote (ammoniacale ou amine selon 
les micro-organismes), sels mineraux (entre autres, phosphates, sulfates, 

20 potassium, magnesium) oligo-elements (entre autres, fer, cuivre, zinc) et 
vitamines (entre autres, thiamine, biotine). 

5 - Procede selon quelconque des revendications anterieures, 
caracterise en ce qu'on utilise des sources nutritives complexes comme les 

25 extraits de levures autolysees. 



6 - Procede selon quelconque des revendications, caracterise en 
que la reserve nutritive contienne un substrat carbone comme un sucre 
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fermentable ou encore un milieu de culture complet comme un mout de raisin 
dilue ou pas. 

7 - Procede selon quelconque des revendications anterieures, 
5 caracterise en ce que la reserve nutritive est melangee a un polymere 

susceptible de ce transformer en gel, notamment I'alginate de sodium. 

8 - Procede selon la revendication anterieure, caracterise en ce que 
la solution susceptible de se transformer en gel possede une concentration 

10 en polymere variant entre 1 % et 3%. 

9 - Procede selon quelconque des revendications anterieures, 
caracterise en ce que la ou les couche(s) contigue(s) a la reserve nutritive 
est(sont) constituee(s) d'une solution susceptible de se transformer en gel et 

15 des micro-organismes en suspension dans cette solution. 

10 - Procede selon la revendication anterieure, caracterise en ce 
que la solution susceptible de se transformer en gel a une concentration en 
polymere variant entre 1% et 50%. 



20 



11 - Procede selon les revendications 9 et 10, caracterise en ce 
que les micro-organismes sont des levures ou des bacteries. 

12 - Procede selon la revendication 11, caracterise en ce qu'on 
25 utilise des souches de levures selectionnees de Saccharomyces cerevisiae 

ou Saccharomyces uvarum, lors des fermentations en bouteilles de vins 
mousseux ou lors de la reprise de fermentation de moots presentant un 
ralentissement ou un arret de la fermentation alcoolique. 



13 - Procede selon la revendication 11, caracterise en ce qu'on 
utilise des levures du genre Schizosaccharomyces, lors de la desacidification 
des mouts de raisins acides. 
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14 - Precede selon la revendication 11, caracterise en ce qu'on 
utilise des bacteries Oenococcus oeni ou Lactobacillus, lors de la 
fermentation malolactique. 

5 

15 - Precede selon la revendication 11, caracterise ce qu'on utilise 
des levures du genre Candida, lors de la bioconversion du xylose en xylitoL 

16 - Precede selon quelconque des revendications anterieures, 
10 caracterise en ce qu'on additionne une couche externe sterile, sans micro- 

organismes et sans permeabilite pour les micro-organismes existant dans le 
milieu de fixation, au milieu de fixation des micro-organismes, simultaneities 
ou apres I'etape de reticulation de celui-ci. 

15 17 ~ Procede selon la revendication anterieure, caracterise en ce 

que la couche externe est elaboree a partir d'un polymere d'une nature 
identique aux couches interieures et susceptible de se transformer en gel et 
possedant une concentration identique a celle des autres couches. 

20 18 - Precede selon les revendications 16 et 17, caracterise en ce 

qu'on introduit une preparation enzymatique ou une preparation de 
composes organiques, dans la couche externe. 

19 - Procede selon la revendication anterieure, caracterisee en ce 
25 qu'on additionne une solution de lysozyme a la dite couche externe, 

empechant le developpement d'especes indesirables qui sont sensibles a 
cette enzyme, notamment des bacteries lactiques en vinification. 

20 - Procede selon la revendication 18, caracterise en ce qu'on 
30 additionne a la dite couche externe des parois de levures qui vont fixer les 

acides gras inhibiteurs de I'activite des micro-organismes fixes, lors du 
traitement d'arret de fermentation. 
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21 -Produit avec des micro-organismes immobilises, caracterise en 
ce qu'il possede une reserve nutritive incorporee dans le milieu de fixation 
des micro-organismes. 

22 - Produit selon la revendication anterieure, caracterise en ce 
qu'il possede trois couches, la couche interne etant constituee par la reserve 
nutritive, la couche intermediate etant constituee par les micro-organismes et 
par le milieu de fixation, et etant la couche externe sterile depourvue de 
micro-organismes et impermeable aux micro-organismes cites. 

23 - Procede selon les revendications 1 a 20, pour la production du 
produit selon la revendication anterieure, caracterise en ce que le produit est 
fait dans une seule etape avec trois couches, en utilisant des tubes 
concentriques qui definissent deux zones annulaires concentriques autour 
d'une zone centrale egalement concentrique et en realisant ('incorporation de 
la reserve nutritive a travers de I'interieur du tube central, Incorporation des 
micro-organismes et du respectif milieu de fixation, a travers de la zone 
annulaire definie par la partie externe du tube central et par la partie interne 
du tube intermediate, et en faisant ('incorporation de la couche externe a 
travers de la zone annulaire definie par la partie externe du tube 
intermediate et par la partie interne du tube externe. 

24 - Procede selon la revendication anterieure, caracterise en ce 
que la reticulation du produit dispense par le systeme de tubes est faite par le 
passage de celui-ci sur une solution d'un agent de reticulation. 

25 - Procede selon la revendication anterieure, caracterise en ce 
que le polymere susceptible de se transformer en gel est de nature identique 
dans les trois couches du produit et en ce que lorsque celui-ci est un alginate 
de sodium, I'agent de reticulation est le chlorure de calcium, en se faisant 
ainsi la r6ticulation du dit produit exclusivement de I'exterieur vers I'interieur. 



WO 2004/090128 
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26 - Precede selon quelconque des revendications 23 a 25, 
caracterise en ce que le produit dispense par le dispositif de tubes 
concentriques est coupe par un dispositif de vibration, formant ainsi des 
spheres. 

27 - Procede selon quelconque des revendications 23 a 26, 
caracterise en ce qu'ensuite le produit subit une deshyd natation partielle 
jusqu'a une AW finale de 0,1 a 0,5, de preference de 0,3 a 0,4, notamment 
en utilisant une technique de sechage, a lit fluidise ou I'utilisation d'etuves. 

28 - Produit selon la revendication 22, produit selon le procede de 
la revendication 26, caracterise en ce qu'il possede une forme spherique et 
trois couches. 



15 29 - Produit selon la revendication anterieure, caracterisee en ce 

que le diametre externe des spheres humides est compris entre 1 mm et 5 
mm. 

30 - Utilisation caracterisee par I'emploi du produit de quelconque 
20 des revendications 21 a 22 ou 28 a 29, pour la fermentation de boissons en 
bouteille. 



31 - Utilisation caracterisee par I'emploi du produit de quelconque 
des revendications 21 a 22 ou 28 a 29, pour la reprise de fermentation de 
mouts presentant un ralentissement ou un arret de la fermentation 
alcoolique. 
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